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_Resumo
Os estudos populac iona is de assoc iação genót ipo-fenót ipo com base 
em genes candidatos (Candidate gene Assoc iat ion Stud ies – CGAS) 
conhecem um recente incremento resu l tante das abordagens baseadas 
na sequenc iação de nova geração. Este ar t igo resume os pr inc íp ios 
gera is do método CGAS que tem v indo a contr ibu i r para a ident i f icação 
de var iantes genét icas causa is e para a nossa compreensão da arqu i te-
tura genét ica das doenças humanas.
_Abstract
Populat ion based genotype-phenotype associat ion stud ies us ing the 
candidate gene approach (Candidate Gene Associat ion Studies – CGAS) 
have seen a recent increase resu l t ing f rom the use of nex t generat ion 
sequenc ing methodolog ies. Th is ar t ic le summar izes the genera l pr inc i-
p les of CGAS, that have contr ibuted to the ident i f icat ion of causa l 
genet ic var iants and to our understand ing of the genet ic arch i tecture of 
human d iseases.
_Introdução
Os estudos populacionais de associação genótipo-fenótipo 
com base em genes candidatos (Candidate gene Associa-
t ion Studies – CGAS), tais como os estudos de associação 
do genoma completo (Whole genome Associat ion Studies – 
WGAS), integram o âmbito da epidemiologia genética, uma 
vaste área de inter face científ ica nas Ciências da Saúde. 
Estes estudos têm vindo a contribuir signif icativamente para 
a identif icação de variantes genéticas causais e para o au-
mento da nossa compreensão da arquitetura genética das 
doenças humanas.
Vários fatores contribuem para o recente incremento da utili-
zação do CGAS em estudos populacionais, sendo que um 
dos maiores incentivos resulta das abordagens baseadas na 
sequenciação de nova geração ( Next generation sequencing 
– NGS ), que se têm revelado eficazes na determinação das 
sequências de ADN dos genes (regiões codif icantes, regiões 
flanqueadoras, locais de splicing e locais regulatórios) e de 
regiões não codificantes. Este avanço tecnológico foi deter-
minante para a genética humana na encruzilhada da investi-
gação em genética clínica com as abordagens baseadas em 
estudos populacionais.
_Objetivo
Este ar tigo resume os pr incípios gerais do método CGAS 
apl icado a estudos populacionais como um incentivo para 
esta abordagem no contexto favorável atual.
_Método CGAS
CGAS versus WGAS
Estudos de associação genótipo-fenótipo recorrem tipica-
mente a métodos de CGAS ou WGAS. Ambas as abordagens 
resultaram em importantes contributos para o conjunto 
de modif icadores genéticos hoje conhecidos em medicina 
humana. Considerando que WGAS é uma estratégia de 
associação l ivre de hipóteses a pr ior i e não direcionada para 
a totalidade do genoma, a abordagem CGAS do gene candi-
dato é racional na medida em que o (s) gene (s) e a (s) varian-
te (s) são selecionados com base numa hipótese a pr ior i 
sobre a sua implicação causal na doença (7). Estes estudos 
envolvem a genotipagem destes genes candidatos em gru-
pos de indivíduos com fenótipos cuidadosamente definidos, 
e a análise funcional subsequente de variantes identif icadas 
como estando em associação.
_ Métodos para estudos populacionais de associação genótipo-fenótipo com base
em genes candidatos
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Etapas na realização de CGAS
Existem várias etapas críticas para os CGAS ( figura 1). Estas 
incluem a elaboração do protocolo científico, o projeto de 
estudo, a definição de fenótipo, a seleção dos genes candida-
tos, a seleção de variantes candidatas, a análise de haplótipos 
e de desequilíbrio de ligação ( l inkage desiqui l ibrium – LD),
a estimativa do tamanho de amostra, a signif icância estatís-
tica e valor-p, o controle de qual idade dos dados de genoti-
pagem, a anál ise exploratór ia dos dados (AED), os testes de 
associação estatística e a subsequente anál ise funcional. 
Estas etapas são seguidamente detalhadas:
 O protocolo científico
O protocolo científ ico, estabelecido antes da realização dos 
testes de associação, deve especif icar a pergunta científ ica 
e os objetivos, o desenho do estudo, a hipótese a pr ior i e 
a lógica do estudo, incluindo a definição do(s) fenótipo (s) e 
a seleção dos genes candidatos e/ou variantes. Deve ainda 
incluir os testes estatísticos que serão uti l izados na análise 
de associação, a estimativa do tamanho da amostra e a aná-
lise do seu poder estatístico.
 Desenho do estudo
Quer a abordagem seja a de um estudo de caso-controlo ou 
de coorte, indivíduos afetados são comparados a indivíduos 
não afetados. Os estudos de caso-controlo são retrospetivos, 
sendo menos caros e de duração mais curta do que os estu-
dos de coorte. Por sua vez, estes últimos são geralmente 
prospetivos e de longa duração. A implicação de variantes 
genéticas na doença requer que o alelo de risco seja mais 
frequente, do que seria de esperar apenas pelo acaso, no 
grupo de indivíduos afetados em comparação com o grupo 
de indivíduos não afetados ( figura 2 ).
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 Definição de fenótipo
O objetivo dos CGAS é detetar a base molecular de uma 
doença ou ainda das suas demais características biológicas 
podendo ser traduzidas em termos fenotípicos, como recen-
temente exemplif icámos (12). A seleção do fenótipo é uma 
etapa decisiva porque diferentes definições de fenótipo 
podem levar a resultados diferentes (11). Da mesma forma, 
para garantir o sucesso de um estudo poderá não ser sufi-
ciente garantir apenas um tamanho de amostra adequado 
para os testes a realizar. Será também necessário todo o 
cuidado para reduzir a heterogeneidade nas amostras, resul-
tante, por exemplo, da origem geográfica da população, de 
fatores ambientais e de diferenças entre grupos de doentes, 
e das opções de tratamento entre hospitais e serviços hospi-
talares. Os controlos (grupo de indivíduos não afetados) são 
selecionados de forma a serem o mais parecidos possível 
com os casos (grupo de indivíduos afetados), relativamente a 
todos os atributos relevantes, exceto no caso de não serem 
afetados ou serem afetados mas de forma diferente. Limitar 
a definição da doença a um subfenótipo com base em carac-
terísticas clínicas particulares também pode ser útil para 
reduzir a heterogeneidade. Têm sido util izadas com sucesso 
várias soluções para enriquecer o alelo de risco no grupo 
dos casos em estudo, incluindo a seleção de formas mais 
graves da doença, i.e., "fenótipos extremos", a seleção de 
formas "proximais" da função do gene (mais "biológicas"), ou 
de formas relacionadas com o início precoce da doença em 
que se pode esperar uma maior penetrância da variante (pro-
porção de indivíduos portadores do genótipo que também 
expressam a característica associada) ( figura 2 ).
 Seleção de genes candidatos
Tal como a definição do fenótipo, a seleção criteriosa de 
genes candidatos é um dos maiores desafios na util ização 
de CGAS. Como suporte nas estratégias de seleção, várias 
ferramentas de bioinformática estão disponíveis (8). Estas 
incluem ferramentas para pesquisar informações disponíveis 
na literatura e analisar as vias biológicas participantes, para 
a priorização dos genes, a análise funcional dos genes e das 
suas variantes e para explorar correlações entre genótipos 
e fenótipos. Aqui referimos o Online Mendelian Inheritance 
in Man (OMIM) ® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim), que 
compila relações genótipo – fenótipo conhecidas (2). Para 
uma análise abrangente, que fornece informações gerais 
sobre a estrutura do gene, a expressão, as variantes trans-
critas, as proteínas codif icadas, os elementos reguladores, 
os polimorfismos de nucleotídeo único (Single Nucleotide 
Polymorphisms – SNPs) e a conservação evolutiva, referimos 
o Ensembl ( http://www.ensembl.org) (5) e o UCSC Genome 
Browser ( http://genome.ucsc.edu/ ) (6).
 Seleção de variantes genéticas candidatas
A seleção de genes candidatos é frequentemente asso-
ciada à seleção de var iantes genéticas candidatas. O 1000 
Genomes Project (ht tp://www.1000genomes.org/ ) (1) e a 
sua atual izada montagem do genoma humano, GRCh38
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc/ )
é um recurso impor tante que fornece aos investigadores 
frequências de ale los de SNPs num catálogo que abrange 
var iantes de vár ias populações humanas. 
 Análise de haplótipos e desequilíbrio de ligação (LD)
O genoma humano contém um número importante de SNPs 
com tendência para a co-segregação, i.e., serem herdados 
em conjunto, de modo que é conceptualmente possível sele-
cionar um número limitado de SNPs, ou SNPs “marcadores” 
( tag SNPs ), que, na sua totalidade, vão reter a grande parte 
da variabilidade genética do conjunto (4,9). Um haplótipo é 
um conjunto de alelos em variantes genéticas, num único cro-
mossoma, que estão suficientemente próximos para serem 
herdados em conjunto. O desequilíbrio de ligação ( l inkage 
disequil ibrium – LD ) refere o facto de alelos específicos das 
variantes genéticas poderem co-ocorrer no mesmo haplótipo 
numa frequência maior de que a esperada ao acaso (10). 
Uma associação genótipo-fenótipo pode ser direta, quando 
o locus tag representa a própria mutação causal do fenótipo 
de doença em apreço, ou indireta, quando este está próximo 
e co-segrega com o locus da doença. No caso de uma asso-
ciação indireta, para que a associação entre o alelo marcador 
e o estado da doença seja observada, os alelos da doença e 
do locus tag devem estar em LD.
 Estimativa do tamanho da amostra
No teste estatístico, a anál ise de poder pode ser uti l izada 
para obter uma estimativa do tamanho mínimo da amostra 
necessár io para detetar uma associação, dado o nível de 
signif icância desejado, o tamanho do efeito esperado e o 
poder estatístico ( i .e., a probabi l idade de detetar um efeito, 
se houver um efeito verdadeiro presente para detetar).
 Significância estatística e valor-p
O valor-p (p-value), ou a probabil idade calculada num teste 
de hipótese, é a probabil idade de obter uma estatística de 
teste igual ou mais extrema que a estatística observada, 
assumindo a hipótese nula como verdadeira. O resultado do 
teste é considerado estatisticamente signif icativo quando o 
valor de p é infer ior a um nível predef inido de signif icância, 
ou probabil idade de um erro de tipo I, alfa (geralmente def i-
nido como 0,05).
 Controlo de qualidade dos dados de genotipagem
A qualidade dos dados da genotipagem é fundamental para o 
sucesso de um CGAS. A qualidade do DNA é, claramente, um 
fator importante para garantir a qualidade da genotipagem. 
No entanto, como os atuais procedimentos de atribuição de 
SNP são automatizados, podem ser propensos à introdução 
de genótipos errôneos. Uma das principais advertências 
sobre esta situação é a não satisfação dos pressupostos 
de Hardy–Weinberg (Hardy–Weinberg equil ibrium – HWE). 
Assim, a verif icação do HWE é frequentemente utilizada no 
sentido de alertar para possíveis problemas na qualidade da 
genotipagem.
 Análise exploratória dos dados
A análise exploratória dos dados (AED) é uma etapa funda-
mental uti l izada para identif icar tendências nos dados, bem 
como possíveis deficiências no conjunto de dados. A AED 
inclui a avaliação da qualidade dos dados de genotipagem 
e é útil na seleção de estratégias para aumentar a potência 
do estudo, por exemplo, reduzindo o número de testes a efe-
tuar. Pode assim ser evitado o problema dos testes múltiplos 
que ocorre quando muitos testes de hipótese são realizados 
sobre a mesma amostra, o que pode levar a um aumento de 
resultados falso positivos (11).
 Testes estatísticos
Os métodos estatísticos para testar uma possível associação 
estão rigorosamente descritos (11). Assim, a implicação de 
variantes genéticas na doença requer que o alelo de risco 
seja mais frequente, do que aquilo que seria de esperar ape-
nas pelo acaso, no grupo de indivíduos afetados (casos) em 
comparação com o grupo de indivíduos não afetados (con-
trolos). Inversamente, a frequência da variante deverá ser 
mais baixa no grupo controlo (indivíduos não afetados), bem 
como na população geral em que o estudo se realiza, assu-
mindo um valor consistente com o tipo de hereditariedade 
proposto. Em regra, os resultados das análises estatísticas 
devem ser relatados com a medida do efeito correspondente 
e o intervalo de confiança apropriado para a medida de efeito 
subjacente.
 Meta-análise
A meta-anál ise é um elemento de uma revisão sistemática, 
embora nem todas as revisões sistemáticas incluam uma
meta-análise. A meta-análise é um método estatístico de aná-
lise de uma grande coleção de resultados de vários estudos 
científ icos independentes. A meta-análise pode ser um recur-
so, com boa relação custo-benefício, para integrar os resulta-
dos de vários estudos e aumentar o seu poder estatístico.
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Figura 1: Etapas dos estudos populacionais de associação genótipo-fenótipo com base em genes candidatos.
Etapas na realização de CGAS
Existem várias etapas críticas para os CGAS ( figura 1). Estas 
incluem a elaboração do protocolo científico, o projeto de 
estudo, a definição de fenótipo, a seleção dos genes candida-
tos, a seleção de variantes candidatas, a análise de haplótipos 
e de desequilíbrio de ligação ( l inkage desiqui l ibrium – LD),
a estimativa do tamanho de amostra, a signif icância estatís-
tica e valor-p, o controle de qual idade dos dados de genoti-
pagem, a anál ise exploratór ia dos dados (AED), os testes de 
associação estatística e a subsequente anál ise funcional. 
Estas etapas são seguidamente detalhadas:
 O protocolo científico
O protocolo científ ico, estabelecido antes da realização dos 
testes de associação, deve especif icar a pergunta científ ica 
e os objetivos, o desenho do estudo, a hipótese a pr ior i e 
a lógica do estudo, incluindo a definição do(s) fenótipo (s) e 
a seleção dos genes candidatos e/ou variantes. Deve ainda 
incluir os testes estatísticos que serão uti l izados na análise 
de associação, a estimativa do tamanho da amostra e a aná-
lise do seu poder estatístico.
 Desenho do estudo
Quer a abordagem seja a de um estudo de caso-controlo ou 
de coorte, indivíduos afetados são comparados a indivíduos 
não afetados. Os estudos de caso-controlo são retrospetivos, 
sendo menos caros e de duração mais curta do que os estu-
dos de coorte. Por sua vez, estes últimos são geralmente 
prospetivos e de longa duração. A implicação de variantes 
genéticas na doença requer que o alelo de risco seja mais 
frequente, do que seria de esperar apenas pelo acaso, no 
grupo de indivíduos afetados em comparação com o grupo 
de indivíduos não afetados ( figura 2 ).
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 Definição de fenótipo
O objetivo dos CGAS é detetar a base molecular de uma 
doença ou ainda das suas demais características biológicas 
podendo ser traduzidas em termos fenotípicos, como recen-
temente exemplif icámos (12). A seleção do fenótipo é uma 
etapa decisiva porque diferentes definições de fenótipo 
podem levar a resultados diferentes (11). Da mesma forma, 
para garantir o sucesso de um estudo poderá não ser sufi-
ciente garantir apenas um tamanho de amostra adequado 
para os testes a realizar. Será também necessário todo o 
cuidado para reduzir a heterogeneidade nas amostras, resul-
tante, por exemplo, da origem geográfica da população, de 
fatores ambientais e de diferenças entre grupos de doentes, 
e das opções de tratamento entre hospitais e serviços hospi-
talares. Os controlos (grupo de indivíduos não afetados) são 
selecionados de forma a serem o mais parecidos possível 
com os casos (grupo de indivíduos afetados), relativamente a 
todos os atributos relevantes, exceto no caso de não serem 
afetados ou serem afetados mas de forma diferente. Limitar 
a definição da doença a um subfenótipo com base em carac-
terísticas clínicas particulares também pode ser útil para 
reduzir a heterogeneidade. Têm sido util izadas com sucesso 
várias soluções para enriquecer o alelo de risco no grupo 
dos casos em estudo, incluindo a seleção de formas mais 
graves da doença, i.e., "fenótipos extremos", a seleção de 
formas "proximais" da função do gene (mais "biológicas"), ou 
de formas relacionadas com o início precoce da doença em 
que se pode esperar uma maior penetrância da variante (pro-
porção de indivíduos portadores do genótipo que também 
expressam a característica associada) ( figura 2 ).
 Seleção de genes candidatos
Tal como a definição do fenótipo, a seleção criteriosa de 
genes candidatos é um dos maiores desafios na util ização 
de CGAS. Como suporte nas estratégias de seleção, várias 
ferramentas de bioinformática estão disponíveis (8). Estas 
incluem ferramentas para pesquisar informações disponíveis 
na literatura e analisar as vias biológicas participantes, para 
a priorização dos genes, a análise funcional dos genes e das 
suas variantes e para explorar correlações entre genótipos 
e fenótipos. Aqui referimos o Online Mendelian Inheritance 
in Man (OMIM) ® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim), que 
compila relações genótipo – fenótipo conhecidas (2). Para 
uma análise abrangente, que fornece informações gerais 
sobre a estrutura do gene, a expressão, as variantes trans-
critas, as proteínas codif icadas, os elementos reguladores, 
os polimorfismos de nucleotídeo único (Single Nucleotide 
Polymorphisms – SNPs) e a conservação evolutiva, referimos 
o Ensembl ( http://www.ensembl.org) (5) e o UCSC Genome 
Browser ( http://genome.ucsc.edu/ ) (6).
 Seleção de variantes genéticas candidatas
A seleção de genes candidatos é frequentemente asso-
ciada à seleção de var iantes genéticas candidatas. O 1000 
Genomes Project (ht tp://www.1000genomes.org/ ) (1) e a 
sua atual izada montagem do genoma humano, GRCh38
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc/ )
é um recurso impor tante que fornece aos investigadores 
frequências de ale los de SNPs num catálogo que abrange 
var iantes de vár ias populações humanas. 
 Análise de haplótipos e desequilíbrio de ligação (LD)
O genoma humano contém um número importante de SNPs 
com tendência para a co-segregação, i.e., serem herdados 
em conjunto, de modo que é conceptualmente possível sele-
cionar um número limitado de SNPs, ou SNPs “marcadores” 
( tag SNPs ), que, na sua totalidade, vão reter a grande parte 
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da variabilidade genética do conjunto (4,9). Um haplótipo é 
um conjunto de alelos em variantes genéticas, num único cro-
mossoma, que estão suficientemente próximos para serem 
herdados em conjunto. O desequilíbrio de ligação ( l inkage 
disequil ibrium – LD ) refere o facto de alelos específicos das 
variantes genéticas poderem co-ocorrer no mesmo haplótipo 
numa frequência maior de que a esperada ao acaso (10). 
Uma associação genótipo-fenótipo pode ser direta, quando 
o locus tag representa a própria mutação causal do fenótipo 
de doença em apreço, ou indireta, quando este está próximo 
e co-segrega com o locus da doença. No caso de uma asso-
ciação indireta, para que a associação entre o alelo marcador 
e o estado da doença seja observada, os alelos da doença e 
do locus tag devem estar em LD.
 Estimativa do tamanho da amostra
No teste estatístico, a anál ise de poder pode ser uti l izada 
para obter uma estimativa do tamanho mínimo da amostra 
necessár io para detetar uma associação, dado o nível de 
signif icância desejado, o tamanho do efeito esperado e o 
poder estatístico ( i .e., a probabi l idade de detetar um efeito, 
se houver um efeito verdadeiro presente para detetar).
 Significância estatística e valor-p
O valor-p (p-value), ou a probabil idade calculada num teste 
de hipótese, é a probabil idade de obter uma estatística de 
teste igual ou mais extrema que a estatística observada, 
assumindo a hipótese nula como verdadeira. O resultado do 
teste é considerado estatisticamente signif icativo quando o 
valor de p é infer ior a um nível predef inido de signif icância, 
ou probabil idade de um erro de tipo I, alfa (geralmente def i-
nido como 0,05).
 Controlo de qualidade dos dados de genotipagem
A qualidade dos dados da genotipagem é fundamental para o 
sucesso de um CGAS. A qualidade do DNA é, claramente, um 
fator importante para garantir a qualidade da genotipagem. 
No entanto, como os atuais procedimentos de atribuição de 
SNP são automatizados, podem ser propensos à introdução 
de genótipos errôneos. Uma das principais advertências 
sobre esta situação é a não satisfação dos pressupostos 
de Hardy–Weinberg (Hardy–Weinberg equil ibrium – HWE). 
Assim, a verif icação do HWE é frequentemente utilizada no 
sentido de alertar para possíveis problemas na qualidade da 
genotipagem.
 Análise exploratória dos dados
A análise exploratória dos dados (AED) é uma etapa funda-
mental uti l izada para identif icar tendências nos dados, bem 
como possíveis deficiências no conjunto de dados. A AED 
inclui a avaliação da qualidade dos dados de genotipagem 
e é útil na seleção de estratégias para aumentar a potência 
do estudo, por exemplo, reduzindo o número de testes a efe-
tuar. Pode assim ser evitado o problema dos testes múltiplos 
que ocorre quando muitos testes de hipótese são realizados 
sobre a mesma amostra, o que pode levar a um aumento de 
resultados falso positivos (11).
 Testes estatísticos
Os métodos estatísticos para testar uma possível associação 
estão rigorosamente descritos (11). Assim, a implicação de 
variantes genéticas na doença requer que o alelo de risco 
seja mais frequente, do que aquilo que seria de esperar ape-
nas pelo acaso, no grupo de indivíduos afetados (casos) em 
comparação com o grupo de indivíduos não afetados (con-
trolos). Inversamente, a frequência da variante deverá ser 
mais baixa no grupo controlo (indivíduos não afetados), bem 
como na população geral em que o estudo se realiza, assu-
mindo um valor consistente com o tipo de hereditariedade 
proposto. Em regra, os resultados das análises estatísticas 
devem ser relatados com a medida do efeito correspondente 
e o intervalo de confiança apropriado para a medida de efeito 
subjacente.
 Meta-análise
A meta-anál ise é um elemento de uma revisão sistemática, 
embora nem todas as revisões sistemáticas incluam uma
meta-análise. A meta-análise é um método estatístico de aná-
lise de uma grande coleção de resultados de vários estudos 
científ icos independentes. A meta-análise pode ser um recur-
so, com boa relação custo-benefício, para integrar os resulta-
dos de vários estudos e aumentar o seu poder estatístico.
Figura 2: Implicação de variantes genéticas na doença  
- alelo de risco é mais frequente no grupo de 
indivíduos afetados (casos) do que no grupo de 
indivíduos não afetados (controlos).
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Etapas na realização de CGAS
Existem várias etapas críticas para os CGAS ( figura 1). Estas 
incluem a elaboração do protocolo científico, o projeto de 
estudo, a definição de fenótipo, a seleção dos genes candida-
tos, a seleção de variantes candidatas, a análise de haplótipos 
e de desequilíbrio de ligação ( l inkage desiqui l ibrium – LD),
a estimativa do tamanho de amostra, a signif icância estatís-
tica e valor-p, o controle de qual idade dos dados de genoti-
pagem, a anál ise exploratór ia dos dados (AED), os testes de 
associação estatística e a subsequente anál ise funcional. 
Estas etapas são seguidamente detalhadas:
 O protocolo científico
O protocolo científ ico, estabelecido antes da realização dos 
testes de associação, deve especif icar a pergunta científ ica 
e os objetivos, o desenho do estudo, a hipótese a pr ior i e 
a lógica do estudo, incluindo a definição do(s) fenótipo (s) e 
a seleção dos genes candidatos e/ou variantes. Deve ainda 
incluir os testes estatísticos que serão uti l izados na análise 
de associação, a estimativa do tamanho da amostra e a aná-
lise do seu poder estatístico.
 Desenho do estudo
Quer a abordagem seja a de um estudo de caso-controlo ou 
de coorte, indivíduos afetados são comparados a indivíduos 
não afetados. Os estudos de caso-controlo são retrospetivos, 
sendo menos caros e de duração mais curta do que os estu-
dos de coorte. Por sua vez, estes últimos são geralmente 
prospetivos e de longa duração. A implicação de variantes 
genéticas na doença requer que o alelo de risco seja mais 
frequente, do que seria de esperar apenas pelo acaso, no 
grupo de indivíduos afetados em comparação com o grupo 
de indivíduos não afetados ( figura 2 ).
 Definição de fenótipo
O objetivo dos CGAS é detetar a base molecular de uma 
doença ou ainda das suas demais características biológicas 
podendo ser traduzidas em termos fenotípicos, como recen-
temente exemplif icámos (12). A seleção do fenótipo é uma 
etapa decisiva porque diferentes definições de fenótipo 
podem levar a resultados diferentes (11). Da mesma forma, 
para garantir o sucesso de um estudo poderá não ser sufi-
ciente garantir apenas um tamanho de amostra adequado 
para os testes a realizar. Será também necessário todo o 
cuidado para reduzir a heterogeneidade nas amostras, resul-
tante, por exemplo, da origem geográfica da população, de 
fatores ambientais e de diferenças entre grupos de doentes, 
e das opções de tratamento entre hospitais e serviços hospi-
talares. Os controlos (grupo de indivíduos não afetados) são 
selecionados de forma a serem o mais parecidos possível 
com os casos (grupo de indivíduos afetados), relativamente a 
todos os atributos relevantes, exceto no caso de não serem 
afetados ou serem afetados mas de forma diferente. Limitar 
a definição da doença a um subfenótipo com base em carac-
terísticas clínicas particulares também pode ser útil para 
reduzir a heterogeneidade. Têm sido util izadas com sucesso 
várias soluções para enriquecer o alelo de risco no grupo 
dos casos em estudo, incluindo a seleção de formas mais 
graves da doença, i.e., "fenótipos extremos", a seleção de 
formas "proximais" da função do gene (mais "biológicas"), ou 
de formas relacionadas com o início precoce da doença em 
que se pode esperar uma maior penetrância da variante (pro-
porção de indivíduos portadores do genótipo que também 
expressam a característica associada) ( figura 2 ).
 Seleção de genes candidatos
Tal como a definição do fenótipo, a seleção criteriosa de 
genes candidatos é um dos maiores desafios na util ização 
de CGAS. Como suporte nas estratégias de seleção, várias 
ferramentas de bioinformática estão disponíveis (8). Estas 
incluem ferramentas para pesquisar informações disponíveis 
na literatura e analisar as vias biológicas participantes, para 
a priorização dos genes, a análise funcional dos genes e das 
suas variantes e para explorar correlações entre genótipos 
e fenótipos. Aqui referimos o Online Mendelian Inheritance 
in Man (OMIM) ® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim), que 
compila relações genótipo – fenótipo conhecidas (2). Para 
uma análise abrangente, que fornece informações gerais 
sobre a estrutura do gene, a expressão, as variantes trans-
critas, as proteínas codif icadas, os elementos reguladores, 
os polimorfismos de nucleotídeo único (Single Nucleotide 
Polymorphisms – SNPs) e a conservação evolutiva, referimos 
o Ensembl ( http://www.ensembl.org) (5) e o UCSC Genome 
Browser ( http://genome.ucsc.edu/ ) (6).
 Seleção de variantes genéticas candidatas
A seleção de genes candidatos é frequentemente asso-
ciada à seleção de var iantes genéticas candidatas. O 1000 
Genomes Project (ht tp://www.1000genomes.org/ ) (1) e a 
sua atual izada montagem do genoma humano, GRCh38
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc/ )
é um recurso impor tante que fornece aos investigadores 
frequências de ale los de SNPs num catálogo que abrange 
var iantes de vár ias populações humanas. 
 Análise de haplótipos e desequilíbrio de ligação (LD)
O genoma humano contém um número importante de SNPs 
com tendência para a co-segregação, i.e., serem herdados 
em conjunto, de modo que é conceptualmente possível sele-
cionar um número limitado de SNPs, ou SNPs “marcadores” 
( tag SNPs ), que, na sua totalidade, vão reter a grande parte 
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da variabilidade genética do conjunto (4,9). Um haplótipo é 
um conjunto de alelos em variantes genéticas, num único cro-
mossoma, que estão suficientemente próximos para serem 
herdados em conjunto. O desequilíbrio de ligação ( l inkage 
disequil ibrium – LD ) refere o facto de alelos específicos das 
variantes genéticas poderem co-ocorrer no mesmo haplótipo 
numa frequência maior de que a esperada ao acaso (10). 
Uma associação genótipo-fenótipo pode ser direta, quando 
o locus tag representa a própria mutação causal do fenótipo 
de doença em apreço, ou indireta, quando este está próximo 
e co-segrega com o locus da doença. No caso de uma asso-
ciação indireta, para que a associação entre o alelo marcador 
e o estado da doença seja observada, os alelos da doença e 
do locus tag devem estar em LD.
 Estimativa do tamanho da amostra
No teste estatístico, a anál ise de poder pode ser uti l izada 
para obter uma estimativa do tamanho mínimo da amostra 
necessár io para detetar uma associação, dado o nível de 
signif icância desejado, o tamanho do efeito esperado e o 
poder estatístico ( i .e., a probabi l idade de detetar um efeito, 
se houver um efeito verdadeiro presente para detetar).
 Significância estatística e valor-p
O valor-p (p-value), ou a probabil idade calculada num teste 
de hipótese, é a probabil idade de obter uma estatística de 
teste igual ou mais extrema que a estatística observada, 
assumindo a hipótese nula como verdadeira. O resultado do 
teste é considerado estatisticamente signif icativo quando o 
valor de p é infer ior a um nível predef inido de signif icância, 
ou probabil idade de um erro de tipo I, alfa (geralmente def i-
nido como 0,05).
 Controlo de qualidade dos dados de genotipagem
A qualidade dos dados da genotipagem é fundamental para o 
sucesso de um CGAS. A qualidade do DNA é, claramente, um 
fator importante para garantir a qualidade da genotipagem. 
No entanto, como os atuais procedimentos de atribuição de 
SNP são automatizados, podem ser propensos à introdução 
de genótipos errôneos. Uma das principais advertências 
sobre esta situação é a não satisfação dos pressupostos 
de Hardy–Weinberg (Hardy–Weinberg equil ibrium – HWE). 
Assim, a verif icação do HWE é frequentemente utilizada no 
sentido de alertar para possíveis problemas na qualidade da 
genotipagem.
 Análise exploratória dos dados
A análise exploratória dos dados (AED) é uma etapa funda-
mental uti l izada para identif icar tendências nos dados, bem 
como possíveis deficiências no conjunto de dados. A AED 
inclui a avaliação da qualidade dos dados de genotipagem 
e é útil na seleção de estratégias para aumentar a potência 
do estudo, por exemplo, reduzindo o número de testes a efe-
tuar. Pode assim ser evitado o problema dos testes múltiplos 
que ocorre quando muitos testes de hipótese são realizados 
sobre a mesma amostra, o que pode levar a um aumento de 
resultados falso positivos (11).
 Testes estatísticos
Os métodos estatísticos para testar uma possível associação 
estão rigorosamente descritos (11). Assim, a implicação de 
variantes genéticas na doença requer que o alelo de risco 
seja mais frequente, do que aquilo que seria de esperar ape-
nas pelo acaso, no grupo de indivíduos afetados (casos) em 
comparação com o grupo de indivíduos não afetados (con-
trolos). Inversamente, a frequência da variante deverá ser 
mais baixa no grupo controlo (indivíduos não afetados), bem 
como na população geral em que o estudo se realiza, assu-
mindo um valor consistente com o tipo de hereditariedade 
proposto. Em regra, os resultados das análises estatísticas 
devem ser relatados com a medida do efeito correspondente 
e o intervalo de confiança apropriado para a medida de efeito 
subjacente.
 Meta-análise
A meta-anál ise é um elemento de uma revisão sistemática, 
embora nem todas as revisões sistemáticas incluam uma
meta-análise. A meta-análise é um método estatístico de aná-
lise de uma grande coleção de resultados de vários estudos 
científ icos independentes. A meta-análise pode ser um recur-
so, com boa relação custo-benefício, para integrar os resulta-
dos de vários estudos e aumentar o seu poder estatístico.
20
Protocolo científ ico
artigos breves_   n. 4
21
(1) 1000 Genomes Pro ject Consor t ium; Abecas is GR, Auton A , Auton A , et a l . An in-
tegrated map of genet ic va r ia t ion f rom 1,092 human genomes. Nature. 2012;491 
(7422):56-65. ht tps://doi.org/10.1038/nature11632
(2) Amberge r J, Bocch in i C, Hamosh A . A new face and new cha l l enges fo r On l ine 
Mende l i an Inhe r i tance in Man (OMIM ®). Hum Mutat. 2011;32(5 ):564-67.
 ht tps://doi.org/10.1002/humu.21466
(3) Casanova JL, Abe l L. The human genet ic determin ism of l i fe-threaten ing infect ious 
d iseases: genet ic heterogene i t y and phys io log ica l homogene i t y?. Hum Genet. 
2020;139(6-7):681-94. https://doi.org/10.1007/s00439-020-02184-w
(4) Chapman JM, Cooper JD, Todd JA, et a l . Detect ing d isease assoc iat ions due to 
l inkage d isequ i l ib r ium us ing hap lot ype tags: a c lass of tests and the determinants 
of s tat is t ica l power. Hum Hered. 2003;56(1-3):18-31. 
 https://doi.org/10.1159/000073729
(5) Hubbard TJP, Aken BL, Ayl ing S, et a l. Ensembl 2009. Nucle ic Acids Nucle ic Acids 
Res. 2009;37(suppl 1):D690–D697. https://doi.org/10.1093/nar/gkn828
(6) Kuhn RM, Karolchik D, Zweig S, et a l. The UCSC Genome Browser Database: upda-
te 2009. Nucle ic Acids Res. 2009;37(suppl 1):D755–D761.
 https://doi.org/10.1093/nar/gkn875
(7) MacAr thur DG, Manol io TA, Dimmock DP, et al. Guidel ines for investigating causal i ty 
of sequence var iants in human disease. Nature. 2014;508(7497):469-476. 
 https://doi.org/10.1038/nature13127
(8) Patna la R, Clements J, Batra J. Candidate gene associat ion studies: a comprehen-
s ive guide to usefu l in s i l ico too ls. BMC Genet. 2013;14:39. 
 https://doi.org/10.1186/1471-2156-14-39
(9) S t ram DO. Tag SNP se lect ion fo r assoc iat ion s tud ies. Genet Ep idemio l . 2004;27 
(4):365-74. ht tps://doi.org/10.1002/gepi.20028
(10) Wal l JD, Pr i tchard JK. Haplotype b locks and l inkage d isequi l ibr ium in the human 
genome. Nat Rev Genet. 2003;4(8):587-597. https://doi.org/10.1038/nrg1123
(11) Z ieg le r A , Kön ig IR, Pah lke F. A Stat i s t i ca l Approach to Genet ic Ep idemio logy: 
Concepts and App l icat ions. 2nd ed. We inhe im : Wi ley-VCH, 2010. 
(12) Dav id S, Aguiar P, Antunes L, et a l . Var iants in the non-coding reg ion of the TLR2 
gene assoc iated wi th infect ious subphenotypes in pediatr ic s ick le ce l l anemia. 
Immunogenet ics. 2018;70(1):37-51. https://doi.org/10.1007/s00251-017-1013-7
Referências bibliográficas:
Etapas na realização de CGAS
Existem várias etapas críticas para os CGAS ( figura 1). Estas 
incluem a elaboração do protocolo científico, o projeto de 
estudo, a definição de fenótipo, a seleção dos genes candida-
tos, a seleção de variantes candidatas, a análise de haplótipos 
e de desequilíbrio de ligação ( l inkage desiqui l ibrium – LD),
a estimativa do tamanho de amostra, a signif icância estatís-
tica e valor-p, o controle de qual idade dos dados de genoti-
pagem, a anál ise exploratór ia dos dados (AED), os testes de 
associação estatística e a subsequente anál ise funcional. 
Estas etapas são seguidamente detalhadas:
 O protocolo científico
O protocolo científ ico, estabelecido antes da realização dos 
testes de associação, deve especif icar a pergunta científ ica 
e os objetivos, o desenho do estudo, a hipótese a pr ior i e 
a lógica do estudo, incluindo a definição do(s) fenótipo (s) e 
a seleção dos genes candidatos e/ou variantes. Deve ainda 
incluir os testes estatísticos que serão uti l izados na análise 
de associação, a estimativa do tamanho da amostra e a aná-
lise do seu poder estatístico.
 Desenho do estudo
Quer a abordagem seja a de um estudo de caso-controlo ou 
de coorte, indivíduos afetados são comparados a indivíduos 
não afetados. Os estudos de caso-controlo são retrospetivos, 
sendo menos caros e de duração mais curta do que os estu-
dos de coorte. Por sua vez, estes últimos são geralmente 
prospetivos e de longa duração. A implicação de variantes 
genéticas na doença requer que o alelo de risco seja mais 
frequente, do que seria de esperar apenas pelo acaso, no 
grupo de indivíduos afetados em comparação com o grupo 
de indivíduos não afetados ( figura 2 ).
 Definição de fenótipo
O objetivo dos CGAS é detetar a base molecular de uma 
doença ou ainda das suas demais características biológicas 
podendo ser traduzidas em termos fenotípicos, como recen-
temente exemplif icámos (12). A seleção do fenótipo é uma 
etapa decisiva porque diferentes definições de fenótipo 
podem levar a resultados diferentes (11). Da mesma forma, 
para garantir o sucesso de um estudo poderá não ser sufi-
ciente garantir apenas um tamanho de amostra adequado 
para os testes a realizar. Será também necessário todo o 
cuidado para reduzir a heterogeneidade nas amostras, resul-
tante, por exemplo, da origem geográfica da população, de 
fatores ambientais e de diferenças entre grupos de doentes, 
e das opções de tratamento entre hospitais e serviços hospi-
talares. Os controlos (grupo de indivíduos não afetados) são 
selecionados de forma a serem o mais parecidos possível 
com os casos (grupo de indivíduos afetados), relativamente a 
todos os atributos relevantes, exceto no caso de não serem 
afetados ou serem afetados mas de forma diferente. Limitar 
a definição da doença a um subfenótipo com base em carac-
terísticas clínicas particulares também pode ser útil para 
reduzir a heterogeneidade. Têm sido util izadas com sucesso 
várias soluções para enriquecer o alelo de risco no grupo 
dos casos em estudo, incluindo a seleção de formas mais 
graves da doença, i.e., "fenótipos extremos", a seleção de 
formas "proximais" da função do gene (mais "biológicas"), ou 
de formas relacionadas com o início precoce da doença em 
que se pode esperar uma maior penetrância da variante (pro-
porção de indivíduos portadores do genótipo que também 
expressam a característica associada) ( figura 2 ).
 Seleção de genes candidatos
Tal como a definição do fenótipo, a seleção criteriosa de 
genes candidatos é um dos maiores desafios na util ização 
de CGAS. Como suporte nas estratégias de seleção, várias 
ferramentas de bioinformática estão disponíveis (8). Estas 
incluem ferramentas para pesquisar informações disponíveis 
na literatura e analisar as vias biológicas participantes, para 
a priorização dos genes, a análise funcional dos genes e das 
suas variantes e para explorar correlações entre genótipos 
e fenótipos. Aqui referimos o Online Mendelian Inheritance 
in Man (OMIM) ® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim), que 
compila relações genótipo – fenótipo conhecidas (2). Para 
uma análise abrangente, que fornece informações gerais 
sobre a estrutura do gene, a expressão, as variantes trans-
critas, as proteínas codif icadas, os elementos reguladores, 
os polimorfismos de nucleotídeo único (Single Nucleotide 
Polymorphisms – SNPs) e a conservação evolutiva, referimos 
o Ensembl ( http://www.ensembl.org) (5) e o UCSC Genome 
Browser ( http://genome.ucsc.edu/ ) (6).
 Seleção de variantes genéticas candidatas
A seleção de genes candidatos é frequentemente asso-
ciada à seleção de var iantes genéticas candidatas. O 1000 
Genomes Project (ht tp://www.1000genomes.org/ ) (1) e a 
sua atual izada montagem do genoma humano, GRCh38
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc/ )
é um recurso impor tante que fornece aos investigadores 
frequências de ale los de SNPs num catálogo que abrange 
var iantes de vár ias populações humanas. 
 Análise de haplótipos e desequilíbrio de ligação (LD)
O genoma humano contém um número importante de SNPs 
com tendência para a co-segregação, i.e., serem herdados 
em conjunto, de modo que é conceptualmente possível sele-
cionar um número limitado de SNPs, ou SNPs “marcadores” 
( tag SNPs ), que, na sua totalidade, vão reter a grande parte 
da variabilidade genética do conjunto (4,9). Um haplótipo é 
um conjunto de alelos em variantes genéticas, num único cro-
mossoma, que estão suficientemente próximos para serem 
herdados em conjunto. O desequilíbrio de ligação ( l inkage 
disequil ibrium – LD ) refere o facto de alelos específicos das 
variantes genéticas poderem co-ocorrer no mesmo haplótipo 
numa frequência maior de que a esperada ao acaso (10). 
Uma associação genótipo-fenótipo pode ser direta, quando 
o locus tag representa a própria mutação causal do fenótipo 
de doença em apreço, ou indireta, quando este está próximo 
e co-segrega com o locus da doença. No caso de uma asso-
ciação indireta, para que a associação entre o alelo marcador 
e o estado da doença seja observada, os alelos da doença e 
do locus tag devem estar em LD.
 Estimativa do tamanho da amostra
No teste estatístico, a anál ise de poder pode ser uti l izada 
para obter uma estimativa do tamanho mínimo da amostra 
necessár io para detetar uma associação, dado o nível de 
signif icância desejado, o tamanho do efeito esperado e o 
poder estatístico ( i .e., a probabi l idade de detetar um efeito, 
se houver um efeito verdadeiro presente para detetar).
 Significância estatística e valor-p
O valor-p (p-value), ou a probabil idade calculada num teste 
de hipótese, é a probabil idade de obter uma estatística de 
teste igual ou mais extrema que a estatística observada, 
assumindo a hipótese nula como verdadeira. O resultado do 
teste é considerado estatisticamente signif icativo quando o 
valor de p é infer ior a um nível predef inido de signif icância, 
ou probabil idade de um erro de tipo I, alfa (geralmente def i-
nido como 0,05).
 Controlo de qualidade dos dados de genotipagem
A qualidade dos dados da genotipagem é fundamental para o 
sucesso de um CGAS. A qualidade do DNA é, claramente, um 
fator importante para garantir a qualidade da genotipagem. 
No entanto, como os atuais procedimentos de atribuição de 
SNP são automatizados, podem ser propensos à introdução 
de genótipos errôneos. Uma das principais advertências 
sobre esta situação é a não satisfação dos pressupostos 
de Hardy–Weinberg (Hardy–Weinberg equil ibrium – HWE). 
Assim, a verif icação do HWE é frequentemente utilizada no 
sentido de alertar para possíveis problemas na qualidade da 
genotipagem.
 Análise exploratória dos dados
A análise exploratória dos dados (AED) é uma etapa funda-
mental uti l izada para identif icar tendências nos dados, bem 
como possíveis deficiências no conjunto de dados. A AED 
inclui a avaliação da qualidade dos dados de genotipagem 
e é útil na seleção de estratégias para aumentar a potência 
do estudo, por exemplo, reduzindo o número de testes a efe-
tuar. Pode assim ser evitado o problema dos testes múltiplos 
que ocorre quando muitos testes de hipótese são realizados 
sobre a mesma amostra, o que pode levar a um aumento de 
resultados falso positivos (11).
 Testes estatísticos
Os métodos estatísticos para testar uma possível associação 
estão rigorosamente descritos (11). Assim, a implicação de 
variantes genéticas na doença requer que o alelo de risco 
seja mais frequente, do que aquilo que seria de esperar ape-
nas pelo acaso, no grupo de indivíduos afetados (casos) em 
comparação com o grupo de indivíduos não afetados (con-
trolos). Inversamente, a frequência da variante deverá ser 
mais baixa no grupo controlo (indivíduos não afetados), bem 
como na população geral em que o estudo se realiza, assu-
mindo um valor consistente com o tipo de hereditariedade 
proposto. Em regra, os resultados das análises estatísticas 
devem ser relatados com a medida do efeito correspondente 
e o intervalo de confiança apropriado para a medida de efeito 
subjacente.
 Meta-análise
A meta-anál ise é um elemento de uma revisão sistemática, 
embora nem todas as revisões sistemáticas incluam uma
meta-análise. A meta-análise é um método estatístico de aná-
lise de uma grande coleção de resultados de vários estudos 
científ icos independentes. A meta-análise pode ser um recur-
so, com boa relação custo-benefício, para integrar os resulta-
dos de vários estudos e aumentar o seu poder estatístico.
 Análise funcional
Quando o critério de signif icância estatística de uma asso-
ciação, não é suf iciente para implicar uma relação de causa-
lidade, será necessário realizar uma compilação abrangente 
de evidências de fontes genéticas, bioinformáticas e experi-
mentais para a validação da hipótese causal (7).
_Conclusão
A epidemiologia genética, por meio da seleção de “novos” 
genes e var iantes candidatos, a anál ise funcional destes e 
a anál ise das vias biológicas em que par ticipam, tem vindo 
a aumentar a nossa compreensão das doenças humanas. 
A utilização generalizada dos estudos de associação genóti-
po-fenótipo, CGAS e WGAS, mudou o paradigma dos estudos 
convencionais de agregação familiar para os estudos popu-
lacionais. Houve, assim, uma evolução dos conceitos Men-
delianos, de base monogénica com total penetrância e uma 
relação causal clara, para a integração de distúrbios comple-
xos resultantes de componentes poligénicos ou monogênico 
geneticamente heterogêneos mas fisiologicamente homogé-
neos, de baixa penetrância (3). Espera-se que num futuro 
próximo estes desenvolvimentos possam ainda contribuir 
para novas intervenções em saúde, incluindo no diagnóstico, 
na previsão do risco de doença, na prevenção, na tomada de 
decisões terapêuticas, na avaliação da resposta terapêutica 
e no prognóstico, assim como no cumprimento das metas de 
saúde pública (iniciativa da OMS Human Genomics in Global 
Health, https://www.who.int/genomics/about/en/ ).
